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　An enzyme “pyridoxine 5'-phosphate oxidase”which catalyzethe oxidation of pyridoxine 5'-phosphate
and the oxidative deamination of pyridoxamine ジーphosphate was completely purified. Ａ single
determination by the Andrews method (Gel filtration)gave ａ molecular weight of 38000. Apo PINP ・
oxidase is inactivein the absence of flavinemononucleotide. Binding of added coenzyme is accompanied
by pronounced increase in absorbance at 370 and 460 mμ.Ａ ｍａχimum ofｌ mole of flavinmononucleotide
is bound per 38000 g of protein. No metals contained in PINP oxidase. Optical assay under the
aerobic and anaerobic conditionsis shown the sequence of pyridoxine ジーphosphate and pyridoχamine
５へphosphate oxidation as follows:
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　　　論
　ビタミンB6代謝において活性型ビタミンB6すなわちピリドキサールジー燐酸（ＰＡＬＰ）を生成
する鍵ともなるべきピリドキシン5’一燐酸酸化酵素(PINP-Oxidase)の微生物における分布り’，
役割2）またその酵素化学的一般性質リ･ｏについては既に報告した。 Alcal心司,z６ルｇα沁より得
られたPINP-Ｏｘidasｅはピリドキシン5’一燐酸（ＰＩＮＰ）の酸化およびピリドキサミン5’一燐酸
　（ＰＡＭＰ）の酸化的脱アミノを同時に触媒する酵素で，フラビンモノヌクレオタイド（ＦＭＮ）を
補酵素としている。部分精製酵素標品を用いて次の反応を触媒する。
　　ＰＩＮＰ十Ｈ２０十〇2→ＰＡＬＰ十Ｈ２０十H2O2
　本報告では，より高純度の酵素標品を得る方法を確立し，酵素蛋白サブユニット構造および反応
機構を解析，検討した結果を報告する。
実験材料および方法
　PINP-Oxidaseは既報2･3りこしたがってA- faecaぶより部分精製した標品をさらに単一に純
化して用いた。
　Sephadex Ｇ-200 およびG-25はPharmacia社製を用いた。　Ribonuclease. Hemoglobin,
Alcohol dehydrogenase. CatalaseおよびUrease　はSigma社製を用いた。
　ディスク電気泳勣はＯｒｎｓtein5）およびＤａｖis6Jの方法によって７．５％ゲルを用いて行った。尿
＊　本研究の一部は昭和43年度文部省科学研究費補助金(86,541)によった。
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素ゲルは　Duesberg and Rueckert の方法7）により調製した。ゲル濾過法による分子量の測定は
Andrewsの方法8’により行った。 FMN は０．１Ｎ HCl で加圧加水分解(1.5気圧，20分）した
後，ｈａｃtｏｈａｃぶｕｓｃａｓeiATCC 7469 を用いて. Roberts and Snell の培地9）でBioassayを行
い比濁法でRiboflavinとして定量した。 Catalase はBeers and Sizer の方法"', Ribonuclease
はTanakaの方法'". Hemoglobinは400 mμの吸光度法■ Alcohol dehydrogenase は340 mμ
の吸光度法, Urease　はVan Slyke and Ａ rchibald の反応液12J　を用い，微ｍ拡散法13）と
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1Indophenol法14’により測定した。鉄はMahler and Elowe の方法15)モリブデンはJohnson
and Arkloy の方法16 J銅はPeterson and Bollier の方法n)亜鉛はHeinen and Benn の方
法18’およびマンガンはSandellの方法19）でそれぞれ比色定量した。
　実験方法および材料のうち，特に記さない限り既報1｀リo~21）にしたがった。
実　験　方　法
　　( I ) PINP-Oxidase酵素蛋白について
　先に報告した方法2･3）で得られた標品を0.02 m燐酸カリ緩衝液（.pH 7.0)で緩衝化させた
Sephadex Ｇ-200 （24×1300-ｍｍ）でゲル濾過を行った結果(Fig. 1.),比活性は2100まで増大し
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た。この最終標品は再ゲル濾過を行っ
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Tube No I 5 ml per lube)
Fig. 1. Gel filtration on Sephadex G-200 of partially
　purified PINP oxiclase.
てもその比活性は変動しなかった。
DEAE-Cellulose　および　Hydroxy･
lapatiteの再クロマトグラフィーにお
いても蛋白と活性の一致したパターン
が得られ比活性の変動も認められな
かった。ディスク電気泳動において
10～500μｇの間でまったく不純蛋白の
存在は検出|されなかった。これらの実
験結果からPINP-Oxidaseは単一に
まで精製されたことか確認された。精
製中の比活性の増大はTable 1. に示
した。
Step
Table 1.　Purification of PINP-oxidase.
Cell-free extract
Protamine sulfate treatment
Ammonium sulfate fractionation
DEAE-Cellulose chromatography
Ammonium sulfate fractionation
Hydroxylapatite chromatography
Sephadex Ｇ－200 gel filtration
　Total
　protein
510470 mg
273340
　61350
　2913
　2068
　　317
　　196
Total
unit
16845500 units
15307500･
12885000
9001000
7464000･
5674300
4116000
Specific
activity
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　Andrewsの方法8’にしたがってSephadex G-200 を用いたゲル濾過法により分子量を測定し
た結果，ホロ酵素の分子量として38000が得られた(Fig 2.）。既報にしたがってWarburg and
Christianの酸性硫酸アンモニウム処理を2,3)行って得られたアポ密素の分子量も38000とホロ酵
素の分子量と一致した。
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Fig. 2. Gel filtrationof PINP oxidase.
　　Ａ !.5 ml sample containing　１.３mg　of PINP oxidase, ribonuclease ３ mg,
　hemoglobin ３mg, alcohol dehydrogenase ３mg, catalase１０mg and urease １０mg
　was applied to ａ column of Sephadex Ｇ-200 equilibrated with 0.02 M potassium
　phasphate buffer（ｐＨ 7.0). Elution was performed with the same buffer.
　サブユニット構造をディスク電気泳助法およびゲル濾過法を用いて検討し｡た。　８Ｍ尿素を含む
0.005 M 燐酸カリ緩衝液（pH 7.0)中に3 mg/mlの濃変にPINP-Oxidaseを溶解し，30°Ｃ，
1時間処理して得たホロ酵素およびアポ酵素について８Ｍ尿素中でディスク電気泳助を行ったが無
処理のPINP-Oxidaseの移助炭と全く変らず単一であり，サブユニット構造を示すようなディス
ク電気泳助パターンは得られなかった。次に10 mg の凍結乾燥したPINP-Oxidaseを８Ｍ尿素，
５Ｍグァニジン十〇。１Ｍダイサイオスライトール中で30°C, 10時間処理した後，同組成の試薬で緩
衝化させたSephadex Ｇ-200 （24×1000-ｍｍ）中でゲル濾過を行って蛋白を定量した。いずれの
場合も38000の分子量を示す単一のピークが得られた(Fig 3.）。これらの結果からPINP-Oxidase
にはサブユニット構造は存在しないと推定された。
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Fig. 3. Gel filtration of modified　PINP
　under the various conditions.
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Fig. 4. FMN contents.
oxidase
　PINP-OxidaseがＦＭＮを含むフラ
ビン酵素であることは既にWarburg and
Christianの酸性硫酸アンモニウム処理
で得られたアポ酵素により証明したが，
フラビン含量について　ｈａｃtohacillｕｓ
caseiによる微生物定量法を用いて測定
した。凍結乾燥標品５ｍｇをO.lN HCl
で1.5気圧，20分間加圧処理して得られ
た加水分解物について，濁度法で測定し
た。　その結果　Fig. 4　に示したように
PINP-Oxidaseの分子量を38000とする
と１分子の酵素蛋白当りの･ FMN 合量
は0.91分子となった。また酸性硫酸アン
モニウム処理によって得られたアポ酵素
に酵素蛋白分子量より算出IしたＦＭＮの
３倍量を添加し0.01M燐酸カリ緩衝液
　（pH 7.0)冲で5°C, 20時開放置して，
アポ酵素とＦＭＮによるPIPN-Oxidase
の再構成を行った。　その後，0.01 M燐
酸カリ緩衝液（ｐＨ 7.0)で緩衝化させた
Sephadex G-25 （15×300-ｍｍ）でゲル
濾過を行って蛋白部分とＦＭＮ部分と
を分割した。蛋白部分を集めてＦＭＮの
分子吸光係数(£450=12500)を用いて，
結合ＦＭＮ止蛋白の比を測定した結果，
ＦＭＮ/蛋白比は1.28と算出され，微生物
法で得られた値と近似した結合ＦＭＮ量
が得られた。　したがってPINP-Oxidase
は蛋白とＦＭＮの等モル結合物であるこ
とが確認された。
　PINP-Oxidase中に含まれると考えら
れる重金属の検出のため再再蒸留水100
倍量に対して1.5 ml酵素液（蛋白37.1
mg）を攬伴透析を５回（計100時間）行
い，得られた標品をＨＮ０３にて灰化し
た。その後，モリブデン，銅，亜鉛およびマンガンについて比色分析を行っμが，酵素中には有意
量の重金属は存在していなかった。また再再蒸留水で調製した0.01M燐酸カリ緩衝液（ｐＨ ７.0）
に対して酵素標品（蛋白19.9mg)を透析しつつ，酵素活性と重金属イオンとの関係を時間的に追
跡したが，認められるような重金属量と酵素活性との関係は存在しなかった。
　　（ｎ）反応機構
　ＰＩＮＰの酸化とＰＡＭＰの酸化的説アミノの両反応の化学量論を畑るためにワールブルグ検圧計
を用いで酸素吸収と生成ＰＡＬＰおよびＮＨ３を測定した。その結果Fig. 5に示し｡たようにcatalase
???????????????
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の存在しない場合には酸素吸収はPALP
生成ｍと等モルであった。反応終了後
catalaseの添加により，生成ＰＡＬＰの
半量の酸素放出が起った。　またPAMP
を基質とした場合も同様の現象が化学量
論的に認められた。
　PINP-Oxidase　の吸収スペクトルは
Fig. ６に示すように280 mμの蛋白の吸
収を示すのみならず370 mμおよび460
mμに補酵素ＦＭＮに基づく吸収極大が
ある典形的なフラビン蛋白の吸収スペク
トルを示した。還元剤Na2S2O4の添加
によって得られた吸収スペクトルは酸性
硫酸アンモニウム処理で得られたアポ酵
素と同様なスペクトルを示した。基質で
あるＰＩＮＰおよびＰＡＭＰの添加によっ
ては370 mμの吸収は生成ＰＡＬＰの吸
収スペクトルによって乱されたが460mμ
の吸収は減少することが観察された。な
お，基質の添加によって520 mμ付近の
吸収に変化が見られないので，補酵素
ＦＭＮは反応中にセミキノンの状態を経
過しないと推定された。
　上記スペクトル変動を利用して反応機
構を好気的および嫌気的条件において検
討した。　Fig. 7のように組立てられた
装置により好気的条件および嫌気的条件
を作り出して反応は１ｃｍ光路0.5 mlミ
クロ吸収セルを用いた。基質を除く反応
液を吸収セルに入れ，減圧，無酸素窒素
通気をくりかえし溶存酸素を充分除去し
た。反応にあたっては針の一端よりマイ
クロシリンジで基質／空気（好気的条件）
および無酸素窒素（嫌気的条件）などを
注入し，他方の針より　1c?/minuteの
速度で吸引した。第三の針は反応中の試
料の取り出し，および反応停止のための
トリクロロ酢酸の添加に用いた。このよ
うに設定された吸収セルを分光光度計に
入れ, FMNに基く460 mμの吸光度を
時間的に追跡することにより反応の進行
を測定した。この結果Fig. 8に示した
ように好気的条件では460 mμの吸収は
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Fig. 5. Stoichiometry of PINP and PAMP
　oxidation.
Fig. 6. The absorption spectrum of PINP oxidase.
　　　　　　Ａ:　1.33 mg protein per ｍ】.
　　　　　　Ｂ:　13.３ mg protein per ml.
Ftowmit*「
Fig. 7;　Schematic diagram of apparatus for
　measuring absorbance change in ａ reaction
　cell.
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Fig. 8. Optical assay for PINP oxidase under the
　anaerobic and the aerobic conditions.
　　　　　－ｏ－こPINP　as substrate
　　　　　--・－:PAMP as substrate
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Fig. 9. The relationof PALP formation, substrate
　　concentrationand optical density change.
減少せず，むしろＰＡＬＰ生成によって
増加の傾向を示した。一方，嫌気的条件
では補酵素ＦＭＮが還元され460 mμの
吸収は減少した。また460 mμ吸収減少
が平衡に達した後，通気することにより
460 mμの吸収は好気的条件と同様な値
まで急速に増加した。この際の基質量，
460 mμ吸収の減少，ＰＡＬＰの生成量お
よびＮＨ３の生成量との相関関係をFig.
9に示した。この結果，嫌気的条件では
柿酵素量に相当するＰＡＬＰの生成が認
められ, PAMP基質の場合はそれと同
ｍのＮＨ３の生成が認められた。基質添
加により還元されたＦＭＮ量を, FMN
の分子吸光係数(£450=12500)を用いて
｡算出した結果, PINPおよびPAMP １
分子当り補酵素ＦＭＮがそれぞれの場
合0.9分子還元されることが判った。し
たがって基質Ｐ工ＮＰおよびＰＡＭＰに
よって等モルの蛋白結合ＦＭＮが還元
されと同時に等モルのＰＡＬＰが生成す
ることが明らかになった。
　　　　　　　考　　　　察
　PINP-Oxidase　の部分精製は既に兎
肝＾^＼ ＦｓｅｕｄｏｍｏＪｉａｓ　ａｅｒｕgi？tｏｓａ”'，
Ｅｓｃｈｃｒｉｃｈｉａ ｃｏＨ”】，その他の微生物2)
で報告されているが単一に精製純化されていなかった。本報および既報3J　の一部において　Ａ
ｆａｅｃａｌｉｓよりＤＥＡＥ-CellｕloSeおよびHydroxyl apatiteカラムクロマトグラフィーおよびSehadax
Ｇ-200ゲル濾過法により好収量で得られ，ディスク電気泳動的，クロマトグラフィー的およびゲ
ル濾過的に均一な酵素標品が得られた。
　本酵素の分子構造はサブユニットを持だない補酵素ＦＭＮを含む38000の分子量を有するフラビ
ン酵素で金属を含まないことが確認された。サブユニットの確認はゲル濾過法およびディスク電気
泳動法を用いたが超遠心的なｍ力の場での解析を行っていないのでサブユニット構造については今
一つの確証に欠けている。補酵素ＦＭＮと蛋白との結合比がト１である点からもサブユニット構
造は恐らく存在しないと推定できよう。
　反応の化学量論は次式の通りであるが，その中間においての酵素状態を好気的および嫌気的条件
　　PINP十Ｈ２０十〇2→ＰＡＬＰ十Ｈ２０十H2O2
　　ＰＡＭＰ十Ｈ２０十〇2→ＰＡＬＰ十ＮＨ３十H202
下で分光光学的に検討した。その結果は概略，既知のフラビン酵素と類似している。すなわち，ま
ず第一にミハエリス複合体の形成を仮定すれば次式にしたがうものと推定された。　ミハエリス複合
Enzyme-FMN
　　PINP
(or PAMP) 　　　　　　　　　　　　　Ｈ２０
ＰＩＮＰ-Ｅｎｚｙｍｅ-ＦＭＮ→ＰＡＬＰ十Ｅｎyｍｚｅ-ＦＭＮＨ２十Ｈ２０
(昭和44年９月30日受理)
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　　　　　　　　　　　　　　（ｏr ＰＡＭＰ-）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｏｒ ＮＨ３）
　　　02→Enzyme-FMN十H202
体上の基質と酵素の結合点上で加水的脱水素が起り　ＰＡＬＰおよびＨ２０（ＰＩＮＰ基質の場合）
あるいはＰＡＬＰおよびＮＨ３（ＰＡＭＰ基質の場合）を遊離して補酵素に電子が伝達され，補酵素
の還元に基き460 mμの吸収極大が減少する。この補酵素の還元は520 mμ付近に吸収帯を生ずる
セミキノンの状態を経過せず，直接二電子還元が起ることは520 mμ付近のＦＭＮセミキノン状
態に基く吸収増大の見られないことから明らかである。
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